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(g) Toxikologisch aktive Fragmente des lethalen Toxins von Clostridium sordellii und deren Verwendung in 
Innmuntoxinen 

@ Offenbart werden biologisch aktive Fragmente des let- 
halen Toxins von Clostridium und Immuntoxine, die diese 
Fragmente und eine Zellbindungskomponente aufwei- 
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Bcschrcibung 

Bei den vcrschicdenslen Therapicansaizcn werden unierschiedlichc: 'Ibxinc eingcselzl. Bci den Toxincn handcli. cs sich 
uiii Stoffwechsclproduklo von Mikrcx3i;ganisiiien oder Pflanzen, die eine Giliwirkung auf den Organisnius von Saugelie- 
5 ren iind insbesondcre des Menschen haben. Von besliinmlen lebcnden Bakterien werden die sogenannlcn Bxoioxinc, wie 
beispielsweise Cholera-, Diphihcrie-, Tetanus-, Bolulinus- odcr Gasbrandloxin abgcsonderi. 

Die fiir die Therapie einseizbaren Exoioxine wirken innerhalb dcr ZeUe. Ublicherweise binden die Toxine zunachsl an 
Rezeptoren an der Zelioberflache, werden dann durch Endozylose aufgenoiiiinen und durciiqueren eine inlrazellulare 
Membran, uiii das Zyiosol in dcr Zelle zu erreichen. Im Zylosol rutcn die Ibxinc dann die zylotoxischen Hftekle hervor. 
10 Haufig sioren die Toxine in dein Zylosol cssenliclle Sloftwechselwege. Die Slorung iriit haufig bei der Proieinsynihcse 
auf. Wenn Siofl wechselwege belroffen sind, die in jeder Zelle ablaulen, iiiuB gewiihrleistet sein, daB bei der Iherapeuli- 
schen Anwendung das Toxin iiioglichsl nur in die gewiinschte Zielzelle gelangl, da anderenfalls die unerwiinschten Ne- 
benreakt.ionen iiherhand nehttien wiirden. 
Die vorliegende Erfindung betriffi ein Fragment eines bakteriellen Exotoxins, namlich des sogenannten lethalen To 
1 5 xins (LT), das von Clostridium sordellii gebildel wird. Das lethale Toxin vor Clostridium sordellii gehort zu der Familie 
der groBen Clostridienzyloloxine, die morphologische Veranderungen in Zellinien hervorrufen. Diese gehen einher mil 
einer Zerstorung des Aktinzyloskeletts. 

Das lethale Toxin isf eine Glucosyliransferase, die UDP-Glucose als Co-Subsirat zur Modifikalion von GTPasen mit 
niedrigeni Molekulargewicht verwendet. LT modifiziert selektiv Rac und Rap sowie Ras. Ras isl der Prototyp einer Un- 
20 terfamilie der Superfainilie der GTPasen niit niedrigem Molekulargewicht . LT modifiziert und inaktiviert Ras durch Gly- 
cosyiierung eines essenlielien Threoninrestes (.IS). Durch die (ilycosylierung wird Ras inaktiviert, was zu einer Inhibie- 
rung des EGF (Epideniial Growth Factor) sliniulierten MAP-Kinaseweges fiihrt. 

Gegensland der vorliegenden Erfindung ist daher ein biologisch aktives Fragment des lethalen Toxins von Clostri- 
dium, das dadurch gekennzeichnet ist, da8 es die Aminosauresequenz gemaB Sequenz-ID-Nr. 1 oder eine hierzu homo- 
25 logo Sequenz aufweisl, wobei die Homologie zu der Aminosauresequenz gemaB Sequenz-ID-Nr. 1 wenigstens 80% be- 
tragt. 

In cincr bcsondcrs bcvorzugtcn Ausfuhrungsfonii wcist das biologisch aktivc Fragment des lethalen Toxins die Ami- 
nosauresequenz gemaB Sequenz-DD-Nr. 1 auf. 
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Seq.-ID-Nr. 1 
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Dariiber hinaus kann das biologisch aktive Frag.nen. noch an. N- undyoder C-Ten,unus weitere Sequenzen aufweisen. 
Bevorzugt ist jedoch. wenn das Fragment keine weiieren Sequenzen aufweist, die von Closlridiuiii-DNA abgeleitet sind. 

Geaenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Abwandlungen und Variationen des bevorzugt eingeselzten frag- 
ments des lelhalen Toxins. Die beanspruchlen Fragmen.e weisen eine Ho.nologie zu der in Seq -ID-Nr 1 angegebenen 
Aminosauresequenz von wenigstens 80% auf. Eine Homologie von 80% bedemei, dalS jeweils 80% der Aminosauren an 
der jeweiligen Position der angegebenen Sequenz entsprechen, wohingegen 20% der Aminosauren untersch.edhch sein 
konnen Die essenliellen Bereiche des Proteinfraginents mussen dabei unverandert. bleiben. jedoch ist es raoglich, daU 
Aminosauren in den nichi biologisch akiiven Bereichen ausgetauscht werden konnen, wobei bevorzugt die Aminosauren 
durch ahnliche Aminosauren ausgetauscht werden. Die .\hnlichkeit wird bedingt durch die Seilenkelten, insbesondere 
durchdiePolaritatunddieLadungderSeitcnketten. r, tn w^itP 

DieerfindungsgemaBen Fragmentc konnen bevorzugterweise m Immuntoxinen Verwendung finden. In einein weite- 
ren Aspekl betrifft die vorliegende Erfindung daher Imniuntoxine, die erfindungsgemaS ein biologisch aktives Fragment 
und eine Zellbindungskoinponentcaufweisen. 

Die Zellbindungskomponenie kann ein AntikOrper oder ein Teii davon (variable Regionen) sein, der spezifisch an eine 
Zielzelle bindel. Alternativ hierzu kann die Zellbindungskoinponente ein Ligand sein, der spezifisch an einen Rezcptor 
der Zielzelle binden kann. 

BeidenZiel7.ellenhandeltes.sichhevor7.ugtuniTuiTiorzellen. , , • u 

Als weiieren Bereich konnen die erfindungsgemaBen Iniiiiunloxine ein Transportsystem oder einen Translokationsbe- 
reich aufweisen der es ennoglicht, daB das Toxin in das Zylosol der Zelle eingebrachl wird. ErfindungsgemaB wird be- 
sonders das Transporlsyslem des Pseudonionas Exotoxin A oder des Diphiherieloxins bevorzugt eingeseizl. In einer an- 
deren bevorzugt eingesetzten Ausliihrungsforni wird das Transportsystem des C2-Toxin bevorzugt eingesetzl das in der 
dcuischen Paienianmeldung 197 35 105.0 naher beschricben ist. Das C2-Transporisysteni beinhalici die N-terminale 
C^I-Domanc des ('2-Toxins von C.botulinum als Interaktionsdomane. . . ak •• 

Die vorliegende Erfindung beirifft also die Verwendung eines erfindungsgemaSen Fragment's als Toxin, das zur Abto- 
lung spczifischer ZfiUen eingesetzl werden kann. 
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Die crfindungsgciiiatien Inmiunioxinc weiscn also in bcvor/.ugier Ausruhrungsfonii wenigstens drei Bereiciic auf. Der 
ersic Bcreich isi dcr Zeilbindungsbcreich. Mil Hille des Zcilbindungsbereiches dock! das Iiiiiiiunoioxin an die Zicl/£llc 
an. Bci den naliirlich vorkoniniendcn Imiuunloxinen bindel dicscr Bc-reich ubliclierweise an cinen Re/xplor dcr Ziel- 
zcWe. Beini Pseudonionas Exotoxin A bindel dieser Bcreich beispielsweise an den a2-Mala-oglubolinreiieplor. Ini Rah- 

5 men der vorliegenden Erfindiing kann es sich bci der Zcllbinrtiingskoniponenle uni einen Aniikorper odcr ein Anlikor- 
perfragmenl handeln, das an einc besliniiiile Slruklur an der ZeiloberHache bindel. Es isl nichi erlbrderlich. daB der ge- 
sainle Aniikorper beiivi Iiniiiunloxin vorhandcn isl. Ausreichend konnen beispielsweise die Fv-]^rdginenlc sein, die die 
variablen Regionen aus den Fab-Fragmenlen eines Anlikorpers darslcllen. 
AUernaliv hierau kann die Zellbindungskoniponenic ein Ligand sein, der an einen Rezeplor aut der ZcUc bindel. Li- 

10 ganden kOnnen beispielsweise Zytokine wie Inierferone, Inierleukine, lliniornekrosefakior usw. sein, die an die hierfUr 
spezifischen Re/eploren binden. Da ublicherweise eine riioglichst hohe Zellspczifilal. fur die Immunloxine gewunschl 
wird, werden erfindungsgeuiaB bevorzugl. solche Liganden eingeselzl, die an Rezeploren binden, die sich nur oder zu- 
n)inde.st. iiherwiegend auf den Ziebellen finden. 
Das erfindungsgeinaBe Fragriieni des lelhalen Toxins kann besonders vorteilhafi bei Tiinioren verwendei werden, da 

15 das Toxinfragmenl zelleigene Enzyme inaktivierl, die bei der Krebsbildung auBer KontroUe geralen sind. Die Ras-Gene 
gehoren zu den Onkogenen und werden besonders slark in Tbniorzellen exprimiert. Wenn also die aufgrund des Tumors 
ubermaBig stark exprimierlen Ras-Genprodukie wieder inakiivien werden konnen, emioglichl diese eine etleklive Tu- 
niortherapie. 

Gegenuber deiii unveranderten lelhalen Toxin weisen die erfindungsgemaBen Fragnienle den Vorteil auf, daB sie klei- 
20 ner sind. Kleinere Proleine konnen aber von den Zielzelien leichter aufgenoniiiien werden und die toxische Wirkung 
kann sich daher besser im Zylosol der Zielzelle entfallen. 

Bei der Therapie mil Immunioxinen hat sich die Bildung von Antikorpem gegen das Toxin als Problem herausgeslellt. 
Da erfindungsgemaB nur ein Fragment des Holoioxins eingeselzt wird, ist die Gefahr der Bildung von (neutralisierenden) 
Antikorpem verringert. 

25 Oberraschenderweise wurde auch herausgefunden, daB die erfindungsgemaBen Toxinfragmente eine hohere Aktivitat 
aufwcisen als das unveriinderle Hololoxin. 

Die vorlicgcndcErfindung wird durch die nachfolgcnd bcschricbcncn Bcispiclc nahcr criautcrt. 

Beispiel 1 

Mil Hilfe der Polymerase Keitenreaklion wurden zwei Fragmente des lelhalen Toxins von C.sordellii, Slamm 6018 
amplifiziert. Einmal wurde das erfindungsgemaBe Fragment mil den Aminosauren 1 bis 546. Weilerhin wurde als Ver- 
gleich das Fragmenl mil den Aminosauren 1 bis 517 durch Verkurzung des erstgenannten Fragments hergesiellt. 

Die Ainplifikalion der Fragmente wurde mil Hilfe des PCR-Syslems 2400 von Perkin Elmer gemaB den Vorscliriften 
35 des Herstellers durchgefiihrt, wobei das Primerpaar CS 1 C/CS 1 N eingeselzt wurde. Die Primer halten folgende Sequen- 

5'-AGATCTATGAACTTAGTTAACAAAGCC-3' Seq.-ID-Nr. 2 

40 5'-GGATCCGAACCTTATCCTAAATCC-3' Seq.-ID-Nr. 3 

Die Reakuon wurde mit 300 nniol Primem, 250 ng chrcimosomaler DNA in einem Gesamtvolumen von 100 pi in 30 
Zyklen durchgefiihrt (Denaturierung, 94°C, 10 Sek,; Annealing, 48°C, 30 Sek.; Verlangerung, e&'C, 3 Min.). Die ainpli- 
fizierien DNA-Fragmenle wurden mil den Reslriklionsenzynien BgUIABamHI verdaul und in den Expressionsveklor 
45 pGEX2T klonierl. , . r^• 

Fur die C-temiinale Delelionsvariante 1-517 wurde zusatzlich rait den Restriktionsenzymen Spel/EcoRI verdaul. Die 
verkiirzten Fragmente wurden mil DNA-Polymerase I, Klenow-Fraginent aufgefiillt und religiert. 

Nach Sequenzierung wurde die DNA-Sequenz des Fragmentes 1-546 bestimmt. Dabei wurde folgende DNA-Sequenz 
ermittelt: 
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Scq.-ID-Nr. 4 

ATG AAC TTA GTT AAC AAA GCC CAA TTA CAA AAA ATG GTA TAT GTA AAA 
TTT CGT ATT CAA GAA GAT GAG TAG GTA GCA ATA TTA AAT GCT GTA GAA 
GAA TAT CAC AAC ATG TCA GAA AGT AGT GTA GTT GAA AAG TAT TTA AAA 
TTA AAG GAT ATA AAT AAT CTC ACA GAT AAT TAG CTG AAC ACA TAT AAA 
AAA TCT GGA AGG AAT AAA GCC TTA AAA AAA TTT AAA GAA TAT CTA ACT 
ATG GAA GTA TTA GAG CTA AAA AAT AAT AGT CTA ACT CCA GTC GAA AAA 
AAT TTA CAT TTT ATA TGG ATT GGA GGA CAA ATA AAT GAT ACC GCT ATC 
AAC TAT ATA AAT CAA TGG AAA GAT GTA AAT AGC GAT TAT ACA GTT AAA 
QTT TTT TAT GAT AGT AAT GCA TTT TTG ATA AAT ACA TTA AAG AAA ACT 
ATT GTT GAG TCA GCA ACA AAT AAT ACT CTT GAG TCA TTT AGA GAA AAC 
TTA AAT GAC CCT GAA TTC GAT TAT AAT AAA TTT TAT AGA AAA CGT ATG 
GAA ATA ATA TAT GAT AAA CAA AAA CAT TTT ATA GAT TAT TAT AAG TCT 
CAG ATA GAA GAG AAT CCT GAA TTT ATA ATT GAT AAT ATT ATA AAA ACA 
TAT CTC TCA AAT GAG TAT TCA AAA GAC CTA GAA GCC CTT AAT AAG TAT 
ATT GAA GAA TCT TTA AAT AAA ATT ACT GCT AAT AAT GGT AAT GAT ATC 
AGA AAT CTA GAA AAA TTT GCT GAT GAG GAT TTG GTA AGA TTA TAT AAT 
CAA GAA TTA GTA GAA AGA TGG AAT TTG GCT GCT GCT TCT GAT ATA TTA 
CGA ATA TCT ATG TTA AAA GAA GAT GGT GGT GTA TAT TTA GAT GTT GAC 
ATG TTA CCA GGT ATA CAA CCA GAT TTA TTT AAA TCT ATA AAC AAG CCT 
GAT TCG ATA ACA AAT ACA AGT TGG GAA ATG ATA AAG TTA GAG GCT ATA 
ATG AAA TAT AAG GAA TAT ATA CCA GGG TAT ACG TCA AAG AAT TTT GAC 
ATG TTA GAT GAA GAA GTT CAA CGC AGT TTT GAA TCT GCT TTA AGT TCT 
AAA TCA GAT AAG TCA GAA ATT TTT TTG CCA CTT GAT GAT ATA AAA GTA 
TCC CCG TTA GAA GTA AAA ATT GCA TTT GCC AAT AAC TCT GTT ATA AAT 
CAA GCC TTA ATT TCT TTA AAA GAT TCC TAT TGT AGT GAT TTA GTA ATA 
AAT CAA ATT AAA AAT AGA TAT AAA ATC TTG AAC GAC AAC TTA AAT CCA 
TCC ATT AAT GAA GGT ACT GAC TTT AAT ACT ACA ATG AAA ATT TTT AGT 
GAC AAA TTA GCA TCT ATT TCT AAT GAA GAT AAT ATG ATG TTT ATG ATA 
AAA ATT ACA AAT TAT TTA AAA GTT GGA TTT GCT CCA GAT GTT AGA AGT 
ACT ATT AAC TTA AGT GGA CCT GGA GTA TAT ACA GGA GCT TAT CAA GAT 
TTG TTA ATG TTT AAA GAT AAT AGT ACA AAT ATT CAT TTA CTA GAA CCT 
GAG TTA AGA AAT TTT GAG TTT CCT AAA ACT AAA ATT TCT CAA TTA ACA 
GAA CAG GAA ATA ACT AGT TTA TGG TCA TTT AAC CAA GCA AGA GCC AAG 
TCT CAA TTT GAA GAA TAT AAA AAA GGT TAT TTT GAA GGT GCA CTT GGA 
GAA GAT 



Beispiel 2 

Es wurde die Glucosyllransferase-Akiivital des Holoenzynis verglichen mil der des erfmdungsgemaBen Fragments 
(AS 1-546) und mil der des am C-Tenninus deletierten Fragments mil den Aminosauren 1-517. 

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Fig. 1 dargestelll. Hierzu wurde jeweils 1 pg Ras mil dern Holoenzyni 
(schwarz ausgefulltes Dreicck [A]), gereiniglem N-terminalen Toxinfragment mit den Aminosauren 1-546, dargestellt 
als scliwarz ausgefulltes Quadrat | ■], und Deletionsfragnieni mit den Aminosauren 1-517 (schwarz ausgefullie Kreise 
I •]) inkiibiert. Eingeselzl wurden jeweils 1 nM des Toxins. Die Jnkubation erfolgte in Gcgcnwart von UDP-['"'C]-Glu- 
cose (lOpM) fiir die angegebene Zeil. Dann wurden die inarkierten Proieine mit SDS PAGE und Phosphorbilddarstel- 
lung analysiert. Fig. 1 zeigt, daB das errindungsgeniaBe Fragment eine hohere Aktivital aufweist als das Holotoxin. Die 
Aktivitai ist bei dent weilerdeletierten Fragment (1-517) nahezu vollstandig verlorengegangen. 
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SHQUliNZPR()'lX)K()LT. 

) AXLGEMEINE INFORMATION: 
AMMELDER : 

(A) NAME: Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg 

(B) STRASSE: Werthitiannplatz 

(C) ORT: Freiburg 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: 79098 

ANMELDETITEL: 

Toxikologisch aktive Fragmente des I'ethalen Toxins 
von Clostridium sordellii und deren Verwendung in 
Imrnuntoxinen 

ANZAHL DER SEQUENZEN: 4 

COMPUTER-LESBARE FOR.M: 

(A) DATENTRAGER: Floppy Disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM; PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PADAT Sequenzmodul Version 1.0 
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(2) INFORIiATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LilNGE: 546 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(V) ART DES FRAGMENTS: inneres 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Met Asn Leu Val Asn Lys Ala Gin Leu Gin Lys Met Val Tyr Val Lys 
1 5 10 15 

Phe Arg lie Gin Glu Asp Glu Tyr Val Ala lie Leu Asn Ala Leu Glu 
20 25 30 

Glu Tyr His Asn Met Ser Glu Ser Ser Val Val Glu Lys Tyr Leu Lys 



Leu Lys Asp lie Asn Asn Leu Thr Asp Asn Tyr Leu Asn Thr Tyr Lys 
SO 55 60 

Lys Ser Gly Arg Asn Lys Ala Leu Lys Lys Phe Lys Glu Tyr Leu Thr 
65 70 75 80 

Met Glu Val Leu Glu Leu Lys Asn Asn Ser Leu Thr Pro Val Glu Lys 



Asn Leu His Phe lie Trp lie Gly Gly Gin lie Asn Asp Thr Ala He 
100 105 110 

Asn Tyr He Asn Gin Trp Lys Asp Val Asn Ser Asp Tyr Thr Val Lys 
115 120 125 

Val Phe Tyr Asp Ser Asn Ala Phe Leu He Asn Thr Leu Lys Lys Thr 
130 135 140 
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val Giu sex Ala Thr Asn Asn Thr Leu Glu. Ser Pha Arg Glu Asn 

Leu Asn Asp Pro Glu Ph9 As? Tyr Asn Lys Phe Tyr Arg Lys Axg M9t 

165 170 175 

Glu lie 119 Tyr Asp Lys Gin Lys His Phe He Asp Tyr Tyr Lys Ser 



Gin lie Glu Glu Asn Pro Glu Phe He lie Asp Asn He He Lys Thr 
195 200 205 

Tyr Leu Ser Asa Glu Tyr Ser Lys Asp Leu Glu Ala Leu Asn Lys Tyr 



11= Glu Glu ser Leu Asn Lys He Thr Ala Asn Asn Gly Asn Asp He 
225 230 235 240 

Arg Asn Leu Glu Lys Phe Ala Asp Glu Asp Leu Val Arg Leu Tyr Asn 
245 250 255 

Gin Glu Leu Val Glu Arg Trp Asn Leu Ala Ala Ala S9r Asp He Leu 



Arg He Ser Met Leu Lys Glu Asp Gly Gly Val Tyr Leu Asp Val Asp 
275 280 285 

Me^ Leu Pro Gly He Gin Pro Asp Leu Phe Lys Ser He Asn Lys Pro 
■ 290 295 300 

ASP ser He Thr Asn Thr Ser Trp Glu Met He Lys Leu Glu Ala He 
305 . 310 315 320 

Met Lys Tyr Lys Glu Tyr He Pro Gly Tyr Thr Ser Lys Asn Phe Asp 
325 330 335 

Met Leu Asp Glu Glu Val Gin Arg Ser Phe Glu Ser Ala Leu Ser Ser 
340 345 350 

Lys Ser Asp Lys Ser Glu He Phe Leu Pro Leu Asp Asp He Lys Val 



ser Pro Leu Glu Val Lys He Ala. Phe Ala Asn Asn Ser Val He Asn 
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Gin Ala Leu He Ser Leu Lys Asp Ser Tyr Cys Ser Asp Leu Val lie 

395 

Asn Gin He Lys Asn Arg Tyr Lys He Leu Asn Asp Asn Leu Asn Pro 
405 410 415 

ser He Asn Glu Gly Thr Asp Phe Asn Thr Thr Met Lys He Phe Ser 
420 425 430 

Asp Lys Leu Ala Ser lie Ser Asn Glu Asp Asn Met Met Fhe Met He 



440 



445 



Lys 



He Thr Asn Tyr Leu Lys Asn Gly Phe Ala Pro Asp Val Arg Ser 
450 455 460 

Thr. He Asn Leu Ser Gly Pro Gly Val Tyr Thr Gly Ala Tyr Gin Asp 
>nn 475 480 

465 470 

Leu Leu Met Phe Lys Asp Asn. Ser Thr Asn He His Leu Leu Glu Pro 
485 490 495 

Glu Leu Arg Asn Phe Glu Phe Pro Lys Thr Lys He Ser Gin Leu Thr 



Glu Gin Glu He Arg Ser Leu Trp Ser Phe Asn Gin Ala Arg Ala Lys 
515 520 525 



Phe Glu Glu Tyr Lys Lys Gly Tyr Phe Glu Gly Ala Leu Gly 

530 



Ser Gin 

535 540 



Glu Asp 

545 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
AGATCTATGA ACTTAGTTAA CAAAGCC 



(2) INFORKATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) lAngE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GGATCCGAAC CTTATCCTAA ATCC 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1638 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genora-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

ATGAACTTAG TTAACAAAGC CCAATTACAA AAAATGGTAT ATGTAAAATT TCGTATTCAA 60 

GAAGATGAGT ACGTAGCAAT ATTAAATGCT CTAGAAGAAT ATCACAACAT GTCAGAAAGT 120 

AGTGTAGTTG AAAAGTATTT AAAATTAAAG GATATAAATA ATCTCACAGA TAATTACCTG 180 

AACACATATA AAAAATCTGG AAGGAATAAA GCCTTAAAAA AATTTAAAGA ATATCTAACT 240 

ATGGAAGTAT TAGAGCTAAA AAATAATAGT CTAACTCCAG TCGAAAAAAA TTTACATTTT 300 

ATATGGATTG GAGGACAAAT AAATGATACC GCTATCAACT ATATAAATCA ATGGAAAGAT 35 0 

GTAAATAGCG ATTATACAGT TAAAGTTTTT TATGATAGTA ATGCATTTTT GATAAATACA 420 

TTAAAGAAAA CTATTGTTGA GTCAGCAACA AATAATACTC TTGAGTCATT TAGAGAAAAC 480 

TTAAATGACC CTGAATTCGA TTATAATAAA TTTTATAGAA AACGTATGGA AATAATATAT 540 

GATAAACAAA AACATTTTAT AGATTATTAT AAGTCTCAGA TAGAAGAGAA TCCTGAATTT 600 

ATAATTGATA ATATTATAAA AACATATCTC TCAAATGAGT ATTCAAAAGA CCTAGAAGCC 650 

CTTAATAAGT ATATTGAAGA ATCTTTAAAT AAAATTACTG CTAATAATGG TAAXGATATC 720 

AGAAATCTAG AAAAATTTGC TGATGAGGAT TTGGTAAGAT TATATAATCA AGAATTAGTA 780 

GAAAGATGGA ATTTGGCTGC TGCTTCTGAT ATATTACGAA TATCTATGTT AAAAGAAGAT 840 



65 
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GGTGGTGTAT ATTTAGATGT TGACATGTTA CCAGGTATAC AACCAGATTT ATTTAAATCT 900 
ATAAACAAGC CTGATTCGAT AACAAATACA AGTTGGGAAA TGATA^^CTT AGAGGCTATA 960 
ATGAAATATA AGGAATATAT ACCAGGGTAT ACGTCAAAGA ATTTTGACAT GTTAGATGAA 1020 
GAAGTTCAAC GCAGTTTTGA ATCTGCTTTA AGTTCTAAAT CAGATAAGTC AGAAATTTTT 1080 
TTGCCACTTG ATGATATAAA AGTATCCCCG TTAGAAGTAA AAATTGCATT TGCCAATAAC 1140 
TCTGTTATAA ATCAAGCCTT AATTTCTTTA AAAGATTCCT ATTGTAGTGA TTTAGTAATA 1200 
AATCAAATTA AAAATAGATA TAAAATCTTG AACGACAACT TAAATCCATC CATTAATGAA 1260 
GGTACTGACT TTAATACTAC AATGAAAATT TTTAGTGACA AATTAGCATC TATTTCTAAT 1320 ■ 

GAAGATAATA ' TGATGTTTAT GATAAAAATT ACAAATTATT TAAAAGTTGG ATTTGCTCCA ■ 1380 
GATGTTAGAA GTACTATTAA CTTAAGTCGA CCTGGAGTAT ATACAGGAGC TTATCAAGAT 1440 
TTGTTAATGT TTAAAGATAA TAGTACAAAT ATTCATTTAC TAGAACCTGA GTTAAGAAAT 1500 
TTTGAGTTTC CTAAAACTAA AATTTCTCAA TTAACAGAAC AGGAAATAAC TAGTTTATGG 1550 
TCATTTAACC AAGCAAGAGC CAAGTCTCAA TTTGAAGAAT ATAAAAAAGG TTATTTTGAA 1620 
GGTGCACTTG GAGAAGAT 1638 
Patenlanspruche 

1. Fragmeni des lethalen Toxins von Clostridium, dadurcli gckennstciclinet, daB es die Aniinosauresequenz ge- 
tnaB Sequcnz-ID-Nr. 1 oder eine hierzu honiologe Sequenz aufweisi, wobei die Hoinologie zu der Aniinosaurese- 
quenz gemaB Sequenz-ID-Nr. 1 wenigsiens 80% belragl. 

2. Fragmeni gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnel, daB die Hoinologie zu der Aininosauresequenz eemaB 
Sequenz-K)-Nr. 1 wenigsiens 90% belragt. 

3. Fragmeni gemaB Anspruch I, dadurch gekennzeichnel, daB die Hoinologie zu der Aminosauresequenz geniaB 
Sequenz-E)-Nr. 1 wenigsiens 95% belragl. 

4. ImiTUinioxin, dadurch gekennzeichnel, daB es 

a) ein Fragmeni gemaB einem der Anspruche 1-3 und 

b) eine Zeilbindungskoiiiponenle 
aufweisi. 

5. Imiiiunloxin gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnel, daB die Zellbindungskoniponenle (b) ein Antikorper 
Oder ein Toil davon isi, der spezifisch an eine Zielzelle bindei. 

6. Iinitiunloxin gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnel. daB die Zellbindungskomponente (b) ein Ligand ist, 
der spezifisch an einen Rezeplor der Zielzelle binden kann. 

7. Tmmunloxin gemaB Anspruch 5 oder 6. dadurch gekennzeichnel, daB es sich bei der Ziel/.elle urn eine Tlinior- 
zelle handell. 

8. Immuntoxin nach einem der Anspruche 4-7, dadurch gekennzeichnel, daB es weiierhin 

c) ein Transporlsyslein 
aufweisi. 

9. Imniunloxin nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnel, daB das Transporlsyslein die Translokaiionsdomanc des 
Pscudomonas Exotoxins A isl. 

10. Immunloxin nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnel, daB das Transporisyslcm die Translokaiionsdomanc 
des (;2-Toxins von ('losiridiuiii isl. 
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11. Vcrwcndung cities Fragi.ienis geniaB cincn. dcr Anspriichc 1 b,s ^ als /lei/clKpc/ifischcs Ibx.n 
ITicrau I SciiL-(n) Zciclinungcn 
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